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El  desarrollo  de  vacunas  contra  las  leishmaniosis  es  un  campo de  investigación  actual  que 
persigue  controlar  la  patología  causada  por  la  infección mediante  la  generación  de  una  respuesta 
inmunitaria por la previa inoculación de determinantes parasitarios. Entre las diferentes estrategias 
que se están estudiando se encuentra la vacunación con cepas atenuadas, generadas por manipulación 
de  los  parásitos  con  técnicas  de  Biología  Molecular.  Este  trabajo  se  centra  en  el  estudio  de  las 
capacidades  inmuno‐profilácticas  de  una  línea  generada  en  la  especie  Leishmania  infantum  por 
deleción genética del gen hsp70‐II, codificante por una variante de la proteína HSP70, relacionada con 
la supervivencia del parásito en el hospedador vertebrado. 
El objetivo principal de este  trabajo  fue profundizar en el  conocimiento de  las capacidades 
profilácticas de  la  línea Li∆hsp70‐II. Se buscaba detallar  la respuesta  inmunológica generada por su 
administración  en  diferentes  cepas  de  ratón  y  empleando  distintas  vías  de  inoculación,  así  como 
estudiar  la  protección  generada  en  ese  modelo  experimental  frente  a  diferentes  especies  de 
Leishmania. 
Se describe en este trabajo la respuesta celular y humoral generada por la inoculación de la 
cepa  atenuada,  caracterizada  como  biosegura  por  el  control  de  su  progresión  visceral  a  pesar  de 
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parasitaria  y  limitando el  desarrollo  de  la  lesión  cutánea.  La  infección  con  L. major en  los  ratones 




la  infección  con  L.  amazonensis  o  L.  braziliensis  una  menor  carga  parasitaria  y  no  desarrollan  la 
patología.  
Estos  estudios  demuestran  que  la  línea  Li∆hsp70‐II  es  una  vacuna  segura  que  induce  una 







available  for  human  use.  Some  candidates,  based  on  parasite  subunits  have  been  able  to  confer 








immunogenic  and  prophylactic  properties  of  this  mutant  line  have  been  analysed,  using  either 











BALB/c mice vaccinated by  the  s.c.  route,  leads  to an  IFN‐γ mediated  response  that decreases  the 










































































































CpA/CpB:  cisteín carboxipeptidasas, tipos A y B.
































KMP‐11:  proteína de membrana de Kinetoplástidos de 11 kDa (Kinetoplastid Membrane Protein‐11).














































































































El  ciclo biológico de  Leishmania  presenta dos  formas  vitales  e  incluye a dos hospedadores 
(Figura 1.1). La forma promastigote es alargada, flagelada, extracelular, y se encuentra en el aparato 
digestivo del insecto vector. Los parásitos se desarrollan en el intestino y migran hacia las glándulas 
salivales  y  la  probóscide  del  flebótomo  en  un  proceso  denominado  metaciclogénesis  (Sacks  and 
Perkins,  1984,  Bates,  2007).  Durante  este  proceso,  los  promastigotes  detienen  su  replicación  y 





vacuola  parasitófora.  La  vacuola  parasitófora  se  fusiona  con  los  lisosomas  y  se  transforma  en  un 
fagolisosoma, lo que conduce a una acidificación del medio y a la exposición a hidrolasas lisosomales 
(Kaye and Scott, 2011). Para sobrevivir en este entorno, los promastigotes se diferencian a la forma 
amastigote,  intracelular,  redondeada y con el  flagelo no visible  (Zilberstein and Shapira, 1994). Los 
amastigotes  se multiplican hasta alcanzar un elevado número, provocando  la  lisis de  la  célula.  Los 
parásitos  liberados  entran  rápidamente  en  nuevas  células  fagocíticas,  repitiéndose  el  proceso  al 
tiempo  que  se  expande  la  infección  (Kaye  and  Scott,  2011).  Para  cerrar  el  ciclo,  cuando  los 
flebotominos se alimentan de un vertebrado infectado, provocan pequeños desgarros en la piel que 





















produce  una  leishmaniosis  cutánea  diseminada  (LCD)  en  la  que  aparecen  lesiones  nodulares 
diseminadas que no curan debido a una escasa respuesta inmunitaria a la infección (Reithinger et al., 
2007). 
Leishmaniosis  mucocutánea  (LMC).  En  algunos  casos,  la  infección  con  algunas  especies 
americanas, principalmente L. braziliensis, produce múltiples lesiones en las mucosas bucales y nasales 










de  tratamiento  (Faleiro  et  al.,  2014).  En  África  oriental  e  India  se  puede  observar  la  llamada 
leishmaniosis dérmica poskala‐azar (PKDL); lesiones maculares, papulares o nodulares que aparecen, 




produce  sintomatología  (Baneth  et  al.,  2008).  Es  una  enfermedad  sistémica  que  puede  presentar 



















































al.,  2013) asociado a  la elevada concentración de  flebótomos,  conejos y  liebres que, en este caso, 
sirvieron como reservorio de la enfermedad (Molina et al., 2012, Gonzalez et al., 2017, Carrillo et al., 
2013). En Europa  la enfermedad se considera emergente (Ready, 2010), debido a  la reaparición de 
brotes  (Christodoulou  et  al.,  2012)  y  la  detección  de  casos  autóctonos  en  regiones  distintas  a  las 











Cuando  aparecen  los  síntomas  clínicos  debe  confirmarse  el  diagnóstico,  bien  de  forma 
parasitológica  o  serológica.  La  detección  directa  puede  realizarse mediante  la  observación  de  los 
amastigotes en muestras del paciente, la diferenciación de promastigotes en el cultivo del tejido o la 
detección  de  ADN  del  parásito  por  PCR  (WHO,  2010).  El  diagnóstico  indirecto  mediante  técnicas 






Desde  comienzos  del  siglo  XX  se  vienen  utilizando  antimoniales  pentavalentes  (Pentosam®  y 
Glucantime®),  si  bien  tienen una elevada  toxicidad  y  en  los últimos  años  se ha producido un  gran 
incremento en la aparición de cepas de parásitos resistentes (Hefnawy et al., 2017). Actualmente, estos 
fármacos  están  siendo  sustituidos  o  complementados  con  otros,  como  la  paromomicina,  la 
anfotericina  B  o  la  miltefosina  (McGwire  and  Satoskar,  2014),  pero  también  tienen  importantes 
problemas de toxicidad, resistencia o coste. Además, solo la miltefosina se administra vía oral y el resto 
















inmunitaria  asociados  con  el  control  o  el  desarrollo  de  la  leishmaniosis  (Sacks  and  Melby,  2015, 
Loeuillet et al., 2016).  










parásitos  son  contenidos  en  el  sitio  de  infección,  donde  aparece  una  lesión  inflamatoria  que  cura 
espontáneamente, de forma similar a lo que ocurre en humanos infectados con L. major. 
Los  modelos  experimentales  empleados  para  estudios  con  especies  viscerotrópicas  (L. 
infantum y L. donovani) son principalmente el hámster y el ratón. El ratón muestra una resistencia 
natural  a  la  infección  con  estas  especies, mientras  que  el  hámster  es muy  susceptible  y  presenta 
síntomas similares a los observados en humanos y perros (Nieto et al., 2011). Según algunos autores, 
el  ratón  es  un  buen modelo  de  estudio  de  la  inmunopatogénesis  en  la  fase  inicial  y  la  infección 
subclínica crónica, pero no  tanto de  los  síntomas clínicos asociados  la  infección visceral progresiva 
asociada a los síntomas clínicos (Sacks and Melby, 2015, Wilson et al., 2005). Un hecho característico 
de la infección con especies viscerotrópicas en ratón es que dos de los tejidos más afectados, hígado y 
bazo,  tienen  un  comportamiento  distinto  en  cuanto  a  la  respuesta  inmunitaria  y  el  control  de  la 
multiplicación  del  parásito  (Stanley  and  Engwerda,  2007,  Faleiro  et  al.,  2014).  Tras  la  inoculación 
intravenosa  (i.v.)  de  L.  donovani  en  ratones  BALB/c,  la  inmensa  mayoría  de  promastigotes  son 
capturados y destruidos por los macrófagos del bazo (Gorak et al., 1998), mientras que en el hígado se 
establece durante las primeras semanas una infección en las células de Kupffer (Stanley and Engwerda, 
2007).  Sin  embargo,  el  reclutamiento  de  monocitos,  neutrófilos,  células  natural  killer  (NK)  y, 
especialmente,  linfocitos  T  activados,  que  rodean  a  las  células  de  Kupffer  infectadas,  permite  la 
formación  y  activación  del  granuloma,  lo  que  conduce  a  la  generación  de  una  potente  respuesta 
leishmanicida en este órgano (Moore et al., 2013). Paradójicamente, mientras en el hígado se aclara 







Además  del  fondo  genético  del  hospedador,  la  dosis  de  parásitos,  el  lugar  y  la  vía  de 
inoculación tienen una gran importancia en el desarrollo de la infección en ratón (Blackwell et al., 2009, 
Loeuillet et al., 2016). Actualmente, existe un gran  interés en realizar  infecciones  lo más parecidas 
posible a  la  infección natural,  incluyendo  la saliva de  la mosca, que tiene  importantes propiedades 
inmunomoduladoras,  inoculación  de  bajas  dosis  de  parásitos metacíclicos  o  directamente  realizar 
infecciones con flebótomos parasitados (Peters et al., 2009). 
En la Tabla 1.2 se resume la patología y la respuesta inmunitaria asociada a la infección con 








la  acción  lítica  del  complemento  y  son  rápidamente  fagocitados  por  los  macrófagos  y  células  de 
Langerhans  del  entorno  (Mougneau  et  al.,  2011)  mediante  mecanismos  de  opsonización  o  la 
interacción con moléculas del parásito (Sibley, 2011, Lodge and Descoteaux, 2005). En la Figura 1.2 se 
presenta un esquema general de la respuesta inmunitaria frente a la infección por Leishmania. 

















L. major  LC  Autolimitante  TH1  Crónica y progresiva  TH2 
L. amazonensis  LC, LCD  Crónica  TH1 y TH2  Crónica  TH2 
L. mexicana  LC, LCD  Crónica  TH1 y TH2  Crónica  TH2 






















Scott,  2011,  Liu  and Uzonna,  2012). Asimismo,  en  el  contexto de  la  respuesta  TH2,  se produce un 
aumento en la actividad de la enzima arginasa en los macrófagos infectados (Iniesta et al., 2002), que 
va a competir por la L‐arginina, que es el sustrato de la  iNOS (Muxel et al., 2017). Además, en esta 





(Scott  and Novais,  2016, Gupta  et  al.,  2013,  Charmoy  et  al.,  2007).  Aunque  la  formación  de NETs 
(Neutrophil  Extracellular  Traps)  parece  estar  destinada  a  impedir  la  propagación  del  parásito 
(McFarlane et al., 2008, de Souza Carmo et al., 2010, Novais et al., 2009), los neutrófilos infectados 
experimentan un proceso de apoptosis que conduce a su adquisición por parte de los macrófagos. Esta 
vía  de  entrada  favorece  la  infección  en  el macrófago  debido  a  que,  por  un  lado,  los  parásitos  no 

















MHC‐II y CD11c, y están especializadas en  la presentación antigénica y  la activación de  linfocitos T 
(Wilson and O'Neill, 2003, Mildner and Jung, 2014). A su vez, las cDCs se subdividen en CD8α‐CD11b+, 
asociadas a la activación de linfocitos T CD4+, y CD8α+CD11b‐, que son productoras de IL‐12 y capaces 






















Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  la  respuesta  inducida  frente  a  Leishmania  se  ha 
estudiado  fundamentalmente  utilizando  el modelo  ratón,  lo  que  ha  permitido  establecer  el  papel 
desempeñado por las distintas poblaciones de linfocitos T CD4+, que se diferencian fundamentalmente 
en base al tipo de citocinas que secretan y que van a modular la respuesta (Zhu et al., 2010). Así, en el 
modelo  de  infección  con  L.  major  en  el  ratón  C57BL/6,  los  linfocitos  T  CD4+  son  estimulados  en 
presencia de IL‐12, producida por las células presentadoras de antígenos (APCs), lo que favorece su 















Figura 1.2. Esquema general de  la  respuesta  inmunitaria  frente a  la  infección por Leishmania en el modelo 














Sacks,  2007)  (Figura  1.3).  La  IL‐10  desempeña  un  papel  clave  en  la  modulación  de  la  respuesta 
inmunitaria; esta citocina es producida principalmente por linfocitos TREG (Belkaid et al., 2002a), pero 
también por otros muchos  tipos  celulares como  linfocitos TH1  (Anderson et al., 2007, Nylen et al., 
2007),  linfocitos  CD8+  (Ronet  et  al.,  2010),  células  NK  (Maroof  et  al.,  2008),  células  dendríticas 
reguladoras (rDCs) (Nguyen Hoang et al., 2010), macrófagos (Miles et al., 2005) y neutrófilos (Charmoy 
et  al.,  2007).  La modulación  de  la  respuesta  inflamatoria  es  muy  importante,  ya  que  parte  de  la 
patología asociada a la infección por Leishmania se debe a la propia respuesta inflamatoria (Katara et 
al., 2012, Bacellar et al., 2002). Así,  se piensa que en  las  leishmaniosis cutáneas  las  lesiones son el 
resultado  de  una  respuesta  inflamatoria  exacerbada  y  que,  tras  la  diseminación  que  ocurre  en  la 






























metástasis  de  las  lesiones  (Novais  et  al.,  2013,  Santos  Cda  et  al.,  2013).  En  los modelos  de  ratón 
infectados con L. donovani o L. infantum se ha descrito la importancia de los linfocitos T CD8+ en la 







cantidad  de  anticuerpos  IgG  que  se  detectan  en  fases  avanzadas  de  la  enfermedad  favorecen  la 
multiplicación del parásito (Deak et al., 2010, Miles et al., 2005). Por ejemplo, los inmunocomplejos 
antígeno‐anticuerpo  y  los  propios  amastigotes  opsonizados  con  anticuerpos  IgG  pueden  unirse  al 
receptor Fc de los macrófagos, lo que induce la producción de IL‐10 e impide la producción de IL‐12 
(Kane and Mosser, 2001, Nylen and Sacks, 2007). Sin embargo, se ha descrito que, dependiendo de la 















T  CD4+  efectores  CD44+CD62LloLy6C+  (TEFF)  circulantes  en  la  sangre  periférica  del  hospedador,  son 
capaces de producir una respuesta rápida ante una nueva infección y conferir protección (Peters et al., 





















que  les permite migrar a  través de  la  sangre a  los órganos  linfoides, y mantienen una alta  tasa de 

















de  la primera  infección como el  intestino, cerebro, pulmón, riñón y especialmente la piel, y no son 
capaces  de  migrar  a  otros  tejidos,  pero  parecen  persistir  largo  tiempo  en  ausencia  de  antígeno, 
producir IFN‐γ y reclutar linfocitos TEFF y monocitos inflamatorios (Glennie et al., 2017).  
En ausencia de parásitos, la protección que confieren las poblaciones de linfocitos de memoria 















  A  pesar  de  los  esfuerzos  en  el  desarrollo  e  implementación  de  sistemas  de  vigilancia  y 








del  parásito  y  la  inmunología  de  la  enfermedad,  todavía  no  existe  una  vacuna  aprobada  contra  la 





and  Engwerda,  2014, Mutiso  et  al.,  2013).  Para  ello,  pueden  diferenciarse  dos  tipos  de  objetivos 
perseguidos al diseñar una vacuna: el mantenimiento de una población de linfocitos TEFF capaces de 




La  leishmanización  con especies  causantes de  leishmaniosis  cutánea  fue  la primera vacuna 
empleada contra la leishmaniosis y la única que se ha mostrado efectiva en humanos hasta la fecha 















fosfato‐guanina),  con  el  objetivo  de  inducir  una  respuesta  TH1 más  rápida  y  robusta  que  permita 








El  abandono de  la  leishmanización y  las  limitaciones de  las  vacunas  con parásitos muertos 
(Okwor et al., 2009), han llevado a desarrollar una gran actividad en lo que se conoce como segunda 
generación de vacunas, basadas en  fracciones subcelulares del parásito o proteínas  recombinantes 













antigénicas  en muchas  enfermedades  infecciosas  y  autoinmunes  (Requena  et  al.,  2000),  han  sido 
ensayadas, pues suelen suscitar respuestas inmunitarias frente a epítopos específicos de las proteínas 
del parásito. Este tipo de antígenos, durante la infección, suele inducir la generación de respuestas de 
tipo  TH2,  pero  la  utilización  de  adyuvantes  capaces  de  redirigir  la  respuesta  inmunitaria  hacia  el 
fenotipo TH1 resulta protectora (Campos‐Neto, 2005). Ejemplos los encontramos en las histonas de 









La utilización de vectores de expresión  con  las  secuencias que  codifican para antígenos de 













protectora  de  corta  duración  (Okwor  and  Uzonna,  2008),  o  no  son  eficaces  cuando  se  evalúan 
utilizando la infección natural con flebótomos infectados (Peters et al., 2009, Peters et al., 2012). La 
identificación  de  nuevos  antígenos  continúa,  en  parte,  con  la  ayuda  de  las  técnicas  de 
inmunoproteómica (Coelho et al., 2012, Abanades et al., 2012, Mou et al., 2015) y transcriptómica 
(Kumari  et  al.,  2008,  Kong  et  al.,  2017),  muy  útiles  para  explorar  a  gran  escala  distintas  dianas 
terapéuticas y vacunas. 
1.3.3. Vacunas atenuadas 
En  el  contexto  en  que  los  pacientes  curados  de  leishmaniosis  cutánea  o  visceral  quedan 
protegidos ante nuevas infecciones, sumado a la eficacia de la leishmanización (Noazin et al., 2008), la 
idea de utilizar parásitos atenuados como vacuna resulta atractiva (Silvestre et al., 2008, McCall et al., 











efectiva  (Selvapandiyan  et  al.,  2012).  Actualmente,  la  ingeniería  genética  permite  crear  líneas  de 
patógenos  con  características  genéticas  definidas,  y  su  utilización  se  ha mostrado muy  exitosa  en 
ensayos preclínicos en infecciones causadas por patógenos intracelulares tan diversos como malaria, 











(Dey et al., 2014, Dey et  al., 2013, Silvestre et al.,  2007). Por otro  lado, es  interesante  resaltar  los 
ensayos realizados con vacunas vivas en las que se utilizan especies no patógenas de Leishmania (L. 
tarentolae), bacterias atenuadas (Salmonella enterica) o bacterias no patógenas (Lactococcus lactis) 
















Vacunación  Infección  Referencia Vía  Persistencia  Especie  spv  Protege 
L. major dhfr‐ts ‐/‐ 
BALB/c 












N/A  L.major  4  SÍ 
L. chagasi dhfr‐ts ‐/‐  BALB/c 
s.c.  N/A  L.chagasi  4  NO 
(Streit et al., 
2001) 
s.c.  N/A  L.major  4  NO 
i.v.  ≥ 4 spv en bazo, hígado  N/A  N/A  N/A 







Hámster  i.d.  ≥ 12 spv en piel, G.D. Desarrolla patología  L.mexicana  12  NO 
(Saravia et 
al., 2006) 







BALB/c  s.c.  ≥ 10 spv en piel, G.D.   L.major  10  SÍ  (Uzonna et al., 2004b) 
(Spath et 
al., 2004)* SCID  s.c.  ≥ 16 spv en piel, G.D.  N/A  N/A  N/A 




i.d.  ≤ 5 h en piel, ganglios, bazo, hígado  N/A  N/A  N/A  (Stewart et 
al., 2005) i.p.  N/A  L.mexicana  3  SÍ s.c.  NO 
L. infantum SIR2‐/+  BALB/c  i.p. 
≤ 8 spv en bazo, hígado, 
G.D.  L.infantum   6  SÍ  (Silvestre et al., 2007) SCID  i.p  ≥ 8 spv bazo, hígado  N/A  N/A  N/A 
L. donovani Cen‐/‐ 
BALB/c  i.v.  ≤ 12 spv en bazo, hígado 








SCID  i.v.  ≤ 12 spv en bazo, hígado  N/A  N/A  SÍ 
Hámster  i.c.  ≤ 10 spv en bazo, hígado  L.donovani  5  SÍ 




≤ 5 spv en bazo, hígado  L.donovani  5  SÍ 
(Fiuza et al., 
2016) 
L. donovani p27‐/‐  BALB/c  i.v.  < 16 spv en bazo, hígado 























al.,  1997).  Todas  las  copias  se  transcriben  de  forma  constitutiva  en  las  condiciones  normales  de 
crecimiento de la forma promastigote, pero únicamente se traducen los mensajeros de los genes de 
tipo  I y no  los de tipo  II mediante un mecanismo de regulación postranscripcional que  implica a  la 
región 3’UTR de  los  genes  (Folgueira  et  al.,  2005).  Sin embargo, en  condiciones de estrés  como el 
choque térmico (37 ⁰C) que sufre el parásito cuando entra en el hospedador mamífero y se transforma 
en la forma amastigote, se traducen también de forma eficiente los mensajeros del gen de tipo II y 









major,  cuatro  semanas  después  de  haberles  administrado  el  parásito  atenuado  Li∆hsp70‐II, 
desarrollaron lesiones claramente menores que los animales control y un menor número de parásitos. 
Además,  la  inoculación de esta  línea mutante en modelos muy susceptibles como el hámster y  los 



















modificada  L.  infantum  ∆hsp70‐II,  utilizada  como  vacuna  atenuada,  podría  conferir  protección 
duradera  frente  a  la  infección  por  Leishmania.    Para  el  abordaje  experimental,  se  definieron  los 
siguientes objetivos: 
1. Determinar  la distribución y persistencia de  los parásitos Li∆hsp70‐II en dos cepas de ratón 
(BALB/c y C57BL/6) y su posible capacidad patogénica (bioseguridad). 
2. Analizar  las  propiedades  inmunogénicas  de  la  línea  Li∆hsp70‐II  y  el  efecto  de  la  ruta  de 
inoculación (intravenosa y subcutánea) en ratones BALB/c y C57BL/6.  
3. Estudiar la capacidad profiláctica de la inoculación de Li∆hsp70‐II frente a la infección con L. 




5. Determinar  los  parámetros  inmunológicos  asociados  con  la  inducción  de  una  respuesta 
protectora a la infección con L. major y L. infantum en ratón. 















































 Leishmania  infantum  Δhsp70‐II:  cepa  Δhsp70‐II::NEO/Δhsp70‐II::HYG  (=Δhsp70‐II).  Línea 
mutante de la cepa MCAN/ES/96/BCN/150, MON‐1 creada anteriormente por la Dra. Folgueira 
(Folgueira et al., 2005, Folgueira et al., 2008). Los dos alelos del gen hsp70‐II fueron sustituidos 










y  generosamente  cedida  por  el  Dr.  Javier  Moreno  del  Centro  Nacional  de  Microbiología 
(Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, España). Se cultivó en M3c. 
 Leishmania braziliensis: cepa MHOM/BR/01/BA788 aislada de un paciente de  leishmaniosis 
cutánea  en  Brasil  y  generosamente  cedida  por  el  Dr. Manoel  Barral‐Neto  y  la  Dra.  Camila 




































la pata  izquierda  con 5  x 104 promastigotes de L. major V1 en estado estacionario.  En  los  ratones 














  Se  siguió  la metodología descrita por el Dr.  Sacks  con algunas modificaciones  (Sacks et  al., 
1985). Se tomaron aproximadamente 1 x 108 promastigotes en fase estacionaria, se lavaron con medio 
DMEM y se centrifugaron a 1370 x g durante 5 min. El sedimento se resuspendió en 2 ml de DMEM y 








  La  hinchazón  de  la  almohadilla  plantar,  provocada  por  la  infección  con  L.  major  y  L. 
amazonensis en  los  ratones BALB/c,  se determinó  semanalmente mediante un  calibre  digital  y  los 
datos presentados corresponden a la diferencia entre la medida transversal de la almohadilla infectada 
y la no infectada. El diámetro de las lesiones cutáneas en la oreja de los ratones C57BL/6 infectados 





























la  almohadilla plantar  y del hígado  se  resuspendió en 1  y 2 ml  de M3c,  respectivamente, para  los 
ensayos de determinación de carga parasitaria por dilución límite.  
Para obtener las células de la médula ósea se cortaron las epífisis del fémur y se perfundió el 


































equipo  Labsonic®  M  (Sartorius  AG,  Gotinga,  Alemania)  utilizando  el  100%  de  su  amplitud.  A 
continuación,  el  lisado  se  microfugó  durante  15  min  y  se  determinó  en  el  sobrenadante  la 






suspensión  celular  de  médula  ósea  se  resuspendió  en  25  ml  de  medio  de  diferenciación:  RPMI 
suplementado con 10 % FCS, 10 mM HEPES, 0,1 mg/ml estreptomicina, 100 U/ml penicilina, 50 μg/ml 
gentamicina y 20 ng/ml del factor de estimulación de colonias de granulocitos y macrófagos (GM‐CSF; 





























































  En  aquellos  experimentos  en  los  que,  además  del  marcaje  de  superficie,  se  analizó  la 
producción  de  citocinas,  las  células  se  fijaron  y  permeabilizaron  con  100  µl  de  la  solución 
Cytofix/Cytoperm™  (BDBiosciences,  California,  EE.  UU.)  durante  20  min  a  4  ᵒC  en  oscuridad.  A 
continuación, se lavaron dos veces con 150 µl del tampón PermWash™ (BD) y se preparó la mezcla de 
anticuerpos anti‐citocinas en el mismo tampón. La tinción intracelular se realizó en oscuridad en un 
volumen de  50  µl  a  4  ᵒC  durante  30 min.  Las  células  se  centrifugaron  y  se  lavaron  dos  veces  con 
PermWash™ y, finalmente, se resuspendieron en 200 µl del tampón FACS. 
  El análisis de la tinción se realizó en el citómetro BD FACSCanto™II mediante el software de 
adquisición y análisis BD FACSDiva™ 8.0  (BDBiosciences, California, EE. UU.).  Los  resultados  fueron 













MARCAJE  ANTICUERPO CLON DILUCIÓN REFERENCIA
Superficie  CD3ε APC   500A2 1/200 BIOLEGEND 152306
Superficie  CD4 BV570™  RM4‐5 1/200 BIOLEGEND 100542
Superficie  CD8a FITC  53‐6.7 1/200 BIOLEGEND 100706
Superficie  CD44 APC/Fire™ 750 IM7 1/200 BIOLEGEND 103061
Superficie  CD62L BV421™ MEL‐14 1/200 BIOLEGEND 104436
Superficie  CD127 PerCP/Cy5.5 A7R34 1/200 BIOLEGEND 135021
Superficie  CD27 PE  LG.3A10 1/200 BIOLEGEND 124210
Superficie  MHC‐II FITC  39‐10‐8 1/200 BIOLEGEND 115006
Superficie  Ly6C PerCP/Cy5.5 HK1.4 1/200 BIOLEGEND 128012
Superficie  Ly6G Pacific Blue™ 1A8 1/200 BIOLEGEND 127612
Superficie  CD11c APC/Cy7 N418 1/200 BIOLEGEND 117324
Superficie  CD11b PE/Cy7 M1/70 1/200 BIOLEGEND 101216
Intracelular  IFN‐γ PE  XMG1.2 1/100 BD 554412 
Intracelular  IFN‐γ PE/Cy7  XMG1.2 1/100 BIOLEGEND 505825













se  añadió  el  anticuerpo  secundario  conjugado  con  peroxidasa  (HRP)  y  se  incubó  durante  1  h  a 
temperatura  ambiente.  Se  emplearon  distintos  anticuerpos  secundarios  específicos  de  diferentes 
isotipos de ratón, diluidos en solución de bloqueo: anti‐IgG (1:1000), anti‐IgG1 (1:1000), anti‐IgG2a 
(1:2000) y anti‐IgG2c  (1:2000). Todos  los anticuerpos  secundarios  fueron  suministrados por Nordic 
BioSite (Täby, Suecia).  
Para  el  revelado,  se  lavaron  los  pocillos  tres  veces  y  se  incubaron  en  oscuridad  con  orto‐

























posteriormente  las  placas  1  h.  Después  de  los  lavados  del  anticuerpo  de  detección  biotinilado,  se 
añadió estreptavidina‐HRP o avidina‐HRP, según el fabricante, se incubaron las placas durante 30 min 








pocillos MaxiSorp  Nunc  (Thermo  Fisher; Massachusetts,  EE.  UU.),  se mezcló  en  proporción  1:1  el 
reactivo  Griess  (Sigma‐Aldrich;  Darmstadt,  Alemania),  preparado  en  agua  a  40  mg/ml,  con  el 
sobrenadante  del  cultivo  celular  o  una  recta  patrón  con  distintas  concentraciones  de  NO2Na.  La 
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California,  EE.  UU.).  Los  datos  fueron  sometidos  a  un  test  de  normalidad  de  D’  Agostino‐Pearson 
cuando  el  tamaño  del  grupo  fue  de  al menos  7  animales.  Cuando  los  datos  superaron  el  test  de 
normalidad se aplicó un análisis estadístico paramétrico: prueba t de Student desapareada de dos colas 
para  la comparación entre dos grupos y ANOVA seguido del test post‐hoc de Tukey para comparar 
entre más de dos grupos. Cuando  los datos no superaron el  test  de normalidad o el  tamaño de  la 
muestra fue menor de 7 animales, se aplicó un análisis estadístico no paramétrico: Mann‐Whitney para 






























en  el  presente  trabajo  se  planteó  analizar  de  una  forma más  profunda  y  sistemática  la  capacidad 




La  inoculación  i.v.  de  1  ×  107  promastigotes  de  Li∆hsp70‐II  en  ratones  BALB/c  produjo  la 
diseminación de los parásitos por los órganos internos, encontrándose a las 4 semanas en el bazo, el 






parásitos  permanecieron  confinados  en  el  ganglio  poplíteo drenante del  sitio  de  infección  y  no  se 














C57BL/6  (C)  (8  animales  por  grupo)  fueron  inoculados  con  1  x  107  promastigotes  de  Li∆HSP70‐II  por  vía 

































































Los resultados  indicaron que  la vacunación con Li∆hsp70‐II  induce una respuesta celular de 
tipo TH1 cuando se estimula con antígenos del parásito. Tanto en ratones BALB/c vacunados por vía 

































en  los  ratones  analizados  4  semanas posvacunación  (grupo de  inmunidad  a  corto  plazo).  También 
resulta interesante destacar que la ruta s.c., que produce sólo una infección local, induce en el bazo 





























































SLA, en el  ganglio poplíteo de  los  ratones BALB/c y C57BL/6  inoculados por vía  s.c.,  respectivamente. En  los 
experimentos  también  se  incluyeron  muestras  de  ratones  control  (inoculados  con  PBS)  en  los  que  no  se 
detectaron  citocinas  (no mostrado).  Se muestra  un  diagrama  de  cajas  y  bigotes  con  la mediana  y  el  rango 











  En  la  Figura  4.4  se muestran  los  resultados  del  análisis  de  las  poblaciones  de  linfocitos  T 
productores de IFN‐γ en ratones BALB/c inoculados con Li∆hsp70‐II. Se observó un pequeño aumento 
de  la  población  IFN‐γ+  en  los  linfocitos  CD3+ CD4+  en  respuesta  a  la  presentación  de  antígenos  de 
Leishmania,  y  también en  los  linfocitos CD3+ CD8+, aunque de menor magnitud  (Figura 4.4A). Cabe 
destacar  que,  aunque  no  se  encontraron  diferencias  significativas  en  el  porcentaje  de  células 
productoras  de  IFN‐γ  con  respecto  al  grupo  control  (Figura  4.4A),  sí  que  lo  fue  la mediana  de  la 


































































































































que  fue  aumentando  progresivamente  en  tamaño  hasta  que  en  la  semana  8  tuvieron  que  ser 
sacrificados  por  la  aparición  de  necrosis.  Sin  embargo,  la  vacunación  i.v.  no  solo  corroboró  la 
protección previamente observada a corto plazo (Carrion et al., 2011), sino que además demostró que 
la capacidad profiláctica se mantiene a largo plazo. En ambos grupos de vacunación, la hinchazón fue 









se observó  la médula ósea,  donde no  se encontraron parásitos  en el  grupo  infectado 12  semanas 
después de la vacunación (Figura 4.6B). 
  Los resultados de protección utilizando una vía de vacunación poco agresiva como la s.c., la 




















































































































































































  Como  se ha mostrado  en  la  sección  anterior,  la  vacunación  con  Li∆hsp70‐II protege de  las 
















































Ratones  C57BL/6  vacunados  por  vía  s.c.  con  1  x  107  promastigotes  de  Li∆hsp70‐II  fueron  infectados  4  o  12 
semanas después con 1 x 103 promastigotes metacíclicos de L. major en la dermis de la oreja y 5 semanas después 
de la infección se determinó el título de anticuerpos IgG1 e IgG2c en el suero. Se representa en un diagrama de 


























de  IL‐10  producidos  en  las  células  estimuladas  con  SLA  de  los  animales  infectados  12  semanas 




  En  los  ratones  C57BL/6  vacunados  e  infectados  con  L.  major  se  analizó  la  producción  de 









seguramente  ocasionado  por  el  estado  de  estimulación  de  estas  células  como  consecuencia  del 
proceso  inflamatorio que presentan estos  animales, mientras  que en  los  ratones  vacunados no  se 











en  sobrenadante  mediante  ELISA.  Se  representa  en  un  diagrama  de  cajas  y  bigotes  la  mediana  y  el  rango 


































































































Control 4 spv 12 spv
Ganglios














estadísticamente  significativa  (P  <  0,05)  (Figuras  4.11A  y  4.11C).  Por  otro  lado,  en  los  ganglios 
submaxilares el número de parásitos dejó de aumentar en los animales vacunados a partir del día 14 





Figura  4.11.  La  vacunación  con  Li∆hsp70‐II  promueve  un  control  sobre  la  multiplicación  de  L.  major.  Se 
inocularon ratones C57BL/6 (5 animales por grupo) con PBS (Control) o 1 x 107 promastigotes de Li∆hsp70‐II por 
vía  s.c.,  y  4  semanas  (4  spv)  o  12  semanas  (12  spv)  posvacunación  se  infectaron  con  1  x  103  promastigotes 
metacíclicos  de  L. major en ambas orejas. Se  sacrificaron  semanalmente  animales  control  y  vacunados para 
analizar la carga parasitaria en las orejas (A, C) y  los ganglios submaxilares (B, D) mediante dilución límite. Se 
representa el número de parásitos de cada oreja y de sus correspondientes ganglios drenantes, incluyendo la 






















































































































































grupo de animales vacunados a  los que se  les administró PBS en  la oreja en lugar de L. major para 
descartar  que  la  respuesta  observada  fuera  una  consecuencia  del  daño  tisular  producido  por  la 
inoculación.  
Se  analizaron  por  citometría  de  flujo  las  poblaciones  de  linfocitos  T  productores  de  IFN‐γ 







vacunado  se  infecte  con  una  cepa  virulenta  se  pudiera  generar  una  respuesta  que  favoreciera  la 
reactivación  de  la  cepa  atenuada  utilizada  como  vacuna,  lo  que  podría  plantear  dudas  sobre  su 
bioseguridad. Por ello,  se planteó un ensayo para analizar  la evolución de  los parásitos Li∆hsp70‐II 




Como  se  muestra  en  la  Figura  4.14,  la  infección  con  la  cepa  virulenta  no  produjo  una 
reactivación de la proliferación de los parásitos Li∆hsp70‐II persistentes en animales BALB/c y C57BL/6 
vacunados 12 semanas antes de la infección con L. major, ni alteró la tendencia observada en la Figura 
4.1.  La  inoculación  i.v.  permitió  la  colonización  de  los  órganos  internos,  pero  los  parásitos 






















CD4+ CD8+ CD4+ CD8+
Li 70 + L. major
Li 70 + PBS
















y+  en  la  población  CD3+CD4+  y  CD3+CD8+  en  los  distintos  grupos  de  animales  analizados.  Las  diferencias 
estadísticamente significativas entre el grupo vacunado e infectado con L. major y el grupo control o el grupo 






de Li∆hsp70‐II por vía  i.v. en  la cola (A) o por vía s.c. en  la almohadilla plantar derecha (B, C). Doce semanas 
después se infectaron con L. major en la almohadilla plantar izquierda con 5 x 104 promastigotes (A, B) o en la 
dermis de la oreja con 1 x 103 promastigotes metacíclicos (C). Se analizó la carga parasitaria de Li∆hsp70‐II por 
dilución  límite, utilizando  los antibióticos de  selección G418 e higromicina en el medio de diferenciación.  Se 
muestra en un gráfico de dispersión el número de parásitos en cada animal, la media y la desviación estándar, 
en el bazo, el hígado, la médula ósea del fémur (M.O.), el ganglio poplíteo de la pata vacunada y la almohadilla 







































Bazo Hígado M.O. Poplíteo A.P.
5 spi (17 spv)







un  efecto  profiláctico  ante  una  infección  con  una  especie  visceral  como  L.  infantum.  Teniendo  en 
cuenta  los  resultados  de  inmunización  y  protección  en  L.  major,  se  decidió  utilizar  la  vía  s.c.  de 
vacunación,  que  produce  una  infección  localizada  pero  inductora  de  una  respuesta  inmunitaria 



















después  por  vía  i.v.  con  1  x  108  promastigotes  de  una  cepa  de  L.  infantum  que  expresa  luciferasa.  Para  el 


















parasitológicos  e  inmunológicos  al  final  del  ensayo.  Se  encontró  un  número  100  veces menor  de 
parásitos en el bazo y 4  veces menor en el hígado de  los animales  vacunados  con Li∆hsp70‐II con 

















































































1  x  107 promastigotes  de  Li∆hsp70‐II  en  la  almohadilla  plantar  o  inoculados  con  PBS  (Control),  se 


















efectoras y de memoria que podrían estar  implicadas en el  control de  la  infección en  los animales 
vacunados. Los esplenocitos de los animales infectados se analizaron ex vivo mediante citometría de 
flujo  y  se  determinaron  los  siguientes  fenotipos  de  expresión  de  marcadores  asociados  a  las 
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y T CD8+: memoria central (TCM, CD44hi CD127+ CD62Lhigh CD27+), 
















representa  un  diagrama  de  cajas  y  bigotes  con  la  mediana  y  el  rango  intercuartílico  del  porcentaje  de  3 













































































y  también  aumentaron  los  niveles  en  las  células  sin  estimulación  SLA‐específica  (Figura  4.19B). 
También se observó 3 días después de la infección una producción significativa de IL‐10 específica de 
antígeno en los ratones vacunados, pero no se detectó IL‐10 en los animales control ni en los animales 
vacunados  analizados  a  tiempos  más  largos  postinfección  (Figura  4.19C).  En  los  3  primeros  días 
postinfección, también se detectó en los animales vacunados un incremento en la producción de IL‐4 
con respecto al grupo control  (Figura 4.19D). Los niveles de  IL‐4 disminuyeron con el  tiempo, pero 
siempre fueron mayores en los animales vacunados que en los controles. Por último, se determinó la 
actividad de la enzima óxido nítrico sintasa en los esplenocitos mediante la detección de nitritos en los 













se  representan  mediante  un  diagrama  de  cajas  y  bigotes  con  la  mediana  y  el  rango  intercuartílico  de  la 
concentración  de  cada  citocina.  Las  diferencias  estadísticamente  significativas  se  determinaron mediante  la 



































































SLA  (Figura  4.20A).  El  porcentaje  de  linfocitos  T  CD8+  productores  de  IFN‐γ  también  fue 
significativamente  mayor  en  los  animales  vacunados  cuando  se  analizó  3  y  7  días  después  de  la 





almohadilla  plantar.  Los  animales  se  sacrificaron  a  distintos  tiempos  postinfección  (3,  7  y  14  días)  y  los 












bazo de  ratones BALB/c,  previamente  vacunados o no,  a  los  3,  7  y  14 días después de haber  sido 
infectados con L. infantum (Figura 4.21). Las células dendríticas convencionales (cDC) se determinaron 
por su fenotipo MHC‐II+ CD11c+ y se clasificaron en función de su expresión de CD11b. En la figura, se 
muestran  los  porcentajes  de  cDC  CD11b+  (Figura  4.21A)  y  cDC  CD11b‐  (Figura  4.21B).  También  se 




(Figura  4.21C)  y,  por  último,  el  de  las  células  dendríticas  derivadas  de monocitos  (moDC) MHC‐II+ 
CD11c+ CD11b+ Ly6C+ (Figura 4.21D). 






 Figura  4.21.  Análisis  de  las  poblaciones  de  células  dendríticas  en  el  bazo  de  animales  vacunados  y 
posteriormente  retados  con  L.  infantum.  Ratones  BALB/c  (4  animales  por  grupo),  vacunados  con  1  x  107 
promastigotes de Li∆hso70‐II o inoculados con PBS (Control) por vía s.c., fueron infectados 12 semanas después 





y  el  rango  intercuartílico  del  porcentaje  de  células  de  cada  grupo  en  relación  al  total  de  esplenocitos.  Las 















































la  lesión  (A)  y el  número de parásitos de  cada animal,  además de  la media y  la desviación estándar  (B).  Las 































América.  La  infección  i.d.  en  la  oreja  de  ratones  BALB/c  con  L.  braziliensis  produce  una  lesión 
inflamatoria que cura espontáneamente dejando una cicatriz (de Moura et al., 2005). Cuando un grupo 
de  ratones BALB/c,  vacunados por  vía  s.c.  con  Li∆hsp70‐II,  fueron  infectados  con  L.  braziliensis 12 
































































fármacos  (WHO,  2010,  WHO,  2015b,  WHO,  2015a).  Si  bien,  la  administración  de  la  mayoría  de 
tratamientos farmacológicos es complicada al ser por vía parenteral y requiere del desplazamiento de 
los pacientes a centros de salud, lo que a menudo provoca que no llegue a completarse el tratamiento. 
Además,  los  tratamientos  con  frecuencia producen efectos  secundarios adversos,  y  su empleo por 
largos periodos de tiempo está generado un serio problema de selección de cepas resistentes (Dumetz 
et al., 2017, Hefnawy et al., 2017, Ponte‐Sucre et al., 2012). Aun habiéndose realizado importantes 
avances,  como  por  ejemplo  en  la  reducción  de  la  incidencia  en  la  India,  existe  un  gran  riesgo  de 
reaparición de epidemias debido, en parte, a  la existencia de  individuos asintomáticos que pueden 
servir de  reservorio para  la  transmisión del parásito  (Engwerda and Matlashewski, 2015). Por ello, 
además de mantener los programas de control del vector y la investigación de nuevos tratamientos, el 
desarrollo de una vacuna efectiva contra  la  leishmaniosis es un objetivo prioritario, como  la mejor 






































Los  análisis  realizados  en  etapas  tempranas  de  la  infección  indican  que  la  protección  que 
confiere la vacuna Li∆hsp70‐II se basa en la generación de una respuesta inmunitaria capaz de inducir 
una rápida respuesta mediada por  linfocitos productores de IFN‐γ tras  la  infección con las especies 







Peters  et  al.,  2014,  Romano  et  al.,  2015,  Pagan  et  al.,  2013).  Estas  células,  que  son  rápidamente 
reclutadas al sitio de infección corresponden con linfocitos T efectores (TEFF) y no células de memoria 
(TCM), que necesitan más tiempo para migrar, proliferar y generar la respuesta protectora (Peters et 











La  respuesta  generada  por  la  vacunación  puede  explicar  la  protección  observada  en  los 
diferentes modelos empleados, actuando a diferentes niveles. En los ratones C57BL/6 infectados por 
L. major se ha demostrado la anticipación de la respuesta proinflamatoria en el sitio de infección. Este 













y control de  las respuestas mediadas por  IL‐10 e  IL‐4. En relación con  la protección generada en el 




Saini  et  al.,  2018,  Dey  et  al.,  2013).  Además,  la  respuesta  temprana  observada  en  el  bazo  de  los 









poblaciones  de  células  dendríticas  en  el  bazo  durante  las  primeras  etapas  de  la  infección  con  L. 
infantum. Se pudieron  identificar  los principales  tipos de células dendríticas, aunque se necesitaría 
realizar un marcaje más específico si se quisiera profundizar en su estudio (Ashok and Acha‐Orbea, 






ratones vacunados está ocurriendo un  incremento de  la presentación antigénica a  linfocitos T, con 
respecto a los animales no vacunados. También se observó un aumento en el porcentaje de células 















T de memoria, que es más lenta e  insuficiente para controlar eficazmente  la  infección (Scott et al., 
2004, Okwor and Uzonna, 2008, Opata and Stephens, 2013, Glennie and Scott, 2016). Por el contrario, 

















parásitos es distinta. Por un  lado,  la vía  i.v. de  inoculación produce una  infección sistémica, que es 
detectada en el bazo, el hígado y la médula ósea, pero que desaparece entre 4 y 16 semanas después 
de  la  vacunación.  Esta  progresión  de  los  parásitos  es  similar  a  la  observada  con  otras  vacunas 
atenuadas, administradas por vía i.v. o i.p., tales como las basadas en líneas mutantes de L. donovani 
como  LdCen‐/‐,  que  carece  del  gen  que  codifica  para  la  centrina  (Selvapandiyan  et  al.,  2001, 




bifosfatasa  (Ld∆Fbpase)  (Saini et al., 2018). Por otro  lado,  la  inoculación de Li∆hsp70‐II por vía s.c., 
produce una infección localizada en el sitio de infección y el ganglio drenante, pero que aparentemente 





una  protección  equivalente  a  la  de  la  vacunación  i.c.,  y  conlleva  la  persistencia  de  los  parásitos 
atenuados en el  lugar de  la  infección y el  ganglio drenante, mientras que son  indetectables en  los 
órganos internos (Fiuza et al., 2016).  
Volviendo  a  la  administración  de  cepas  atenuadas  por  vía  intravenosa,  al  igual  que  se  ha 
observado  con  la  línea  Li∆hsp70‐II,  resulta  llamativo  que  pocas  semanas  tras  la  vacunación  no  se 
detecten los parásitos en el organismo pero se mantenga una inmunidad protectora a largo plazo; este 
hecho  también  ha  sido  documentado  con  las  vacunas  atenuadas  LdCen‐/‐,  Ldp27‐/‐,  Ld∆ALO  o 





se  mantenga  indefinidamente.  Otra  posibilidad  es  que  algunos  parásitos  puedan  persistir  en 
localizaciones no conocidas del organismo tras la inoculación i.v., pero de forma indetectable debido 
a  su  bajo  número  y  probable  dispersión  en  varios  tejidos  del  organismo;  mientras  que  tras  la 










Los  resultados mostrados  en  esta  Tesis,  junto  a  datos  de  la  literatura  científica,  permiten 




parásito.  La  respuesta  efectora  se  mantiene  de  forma  indefinida  debido  a  la  persistencia  de  una 
pequeña población de parásitos que no son eliminados y que actúan como una fuente de antígeno que 
se  mantiene  de  forma  autónoma,  estimulando  células  dendríticas,  que,  a  su  vez,  serían  las 
responsables de promover la diferenciación de nuevos linfocitos TEFF, responsables de la inmunidad 
concomitante. Aunque aún no se ha estudiado en este modelo, es probable que el mantenimiento de 




producen  IFN‐γ  de  forma  específica  y  activan  a  los  macrófagos  infectados  para  controlar  la 
multiplicación de los parásitos. Esta respuesta, que es producida por los linfocitos TEFF preexistentes a 
la  infección,  se  anticipa  a  la  que  ocurre  en  los  individuos  no  vacunados,  en  los  que  es  necesario 
desarrollar  la  respuesta  adaptativa  en  los  tejidos  linfoides.  Aunque  aún  no  se  ha  analizado, 
seguramente exista también una población de células TRM que participan en la producción de IFN‐γ 
frente al parásito. Posteriormente, los linfocitos T de memoria contribuyen a reforzar la respuesta TEFF 






vacunación con  los parásitos atenuados y  la protección asociada a  la persistencia de un pequeño número de 




las  células  TH17,  un  linaje  de  linfocitos  T  cuya  implicación  en  la  infección  por  Leishmania  y  en  la 
respuesta protectora generada por vacunas atenuadas está siendo analizada actualmente (Gonçalves‐







profundidad  en  la mayoría  de  las  vacunas  genéticamente  atenuadas  descritas  hasta  el momento, 
especialmente si se trata de vacunas basadas en las especies viscerotrópicas L. infantum o L. donovani 
(Silvestre  et  al.,  2007,  Dey  et  al.,  2013,  Selvapandiyan  et  al.,  2009,  Anand  and Madhubala,  2015). 









Tiene un valor muy significativo, no solo desde el punto de vista  sanitario,  sino  también el 
económico (Okwor and Uzonna, 2016, Bacon et al., 2013), que una vacuna como Li∆hsp70‐II sea capaz 
de proteger de forma duradera frente a distintas formas de leishmaniosis, tanto cutaneotrópicas (L. 










2013). Debido a que  las  leishmaniosis están  causadas por diferentes especies y muestran distintas 




































autolimitante y no  induce patología en  ratones  inmunodeficientes SCID, ni  tampoco en un modelo 
animal altamente susceptible para L. infantum como es el hámster (Carrion et al., 2011). Sin embargo, 








L. mexicana ∆cpa/cpb,  que  carece  de  dos  genes  que  codifican  para  cisteín‐proteasas, produce  en 
hámster una infección persistente, que termina generando patología (Saravia et al., 2006). Asimismo, 
una cepa atenuada de L. infantum a la que se ha eliminado uno de los alelos del gen que codifica para 
la  sirtuina  (LiSIR2+/‐),  genera  en  ratones  SCID  una  infección  persistente  (Silvestre  et  al.,  2007). 






Durante  las  campañas  de  leishmanización,  se  detectó  en  niños  una  menor  respuesta 
inmunitaria a la vacuna DPT (difteria, pertussis y tétanos) (Noazin et al., 2008), por lo que habría que 
evaluar si la vacuna puede inducir un estado de inmunosupresión general en el hospedador.  
También hay que  tener en  cuenta el  efecto  inmunomodulador ejercido por algunos de  los 
componentes  de  la  saliva  del  vector,  que  son  inoculados  junto  con  los  parásitos  en  el  lugar  de  la 
picadura (Abdeladhim et al., 2014, Dey et al., 2018). Dado que la leishmanización funciona de forma 








insecto  vector  o  completar  el  ciclo  (Secundino  et  al.,  2010).  El  parásito  no  debería  ser  capaz  de 
sobrevivir o diferenciarse en el flebótomo, ya que podría diseminar el parásito de forma descontrolada 
en  la naturaleza y, además, se ha descrito que, en condiciones de  laboratorio y seguramente en  la 











su  patología  (Mandell  and  Beverley,  2016).  Así,  es  posible  que  una  infección  pueda  desplazar  los 
parásitos atenuados de una vacuna y que los nuevos parásitos formen parte o sustituyan la inmunidad 





con  la  vacuna  Li∆hsp70‐II,  se  ha  constatado  que  la  población  de  parásitos  atenuados  no  resulta 
afectada por la infección con cepas virulentas de L. major u otras especies, ni se activó su multiplicación 
ni se aceleró su desaparición.  











capacidad de multiplicación de  la  cepa  Li∆hsp70‐II en este  tipo  de medios  (McCarthy‐Burke  et  al., 
1991), en los que sí se ha demostrado el crecimiento de las cepas atenuadas LdCen‐/‐ y Ldp27‐/‐ (Dey, 
2014).  En  cuanto  a  la  distribución,  aunque  se  podrían  seguir  los  protocolos  establecidos  en  las 
campañas  de  leishmanización,  sería  interesante  aprovechar  el  conocimiento  generado  en  la 
estandarización  de  los  procedimientos  empleados  en  la  distribución  de  la  vacuna  atenuada  PfSPZ 
contra malaria, distribuida por Sanaria® y que está siendo empleada en ensayos clínicos (Hoffman et 
al., 2010,  Ishizuka et al., 2016, Lyke et al., 2017, Sissoko et al., 2017). Por otro  lado, sería una gran 













1. La  inoculación por vía  intravenosa de  la  línea genéticamente atenuada Li∆hsp70‐II produce en 
ratones BALB/c una infección autolimitante en el bazo, hígado y médula ósea, mientras que la 
inoculación subcutánea en ratones BALB/c y C57BL/6 conduce a la persistencia de un número muy 
bajo  de  parásitos  en  el  ganglio  linfático  drenante  del  sitio  de  inoculación,  pero  sin  causar 
patología.  
 
2. La  vacunación  de  ratones  BALB/c  por  vía  intravenosa  o  subcutánea  con  la  línea  Li∆hsp70‐II 
confiere  protección,  a  corto  y  largo  plazo,  frente  a  la  infección  por  L.  major.  La  respuesta 
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  Para  el  análisis  de  las  poblaciones  por  citometría  de  flujo,  se  utilizaron  controles  de 
compensación  y  controles  FMO  (Fluorescence Minus One)  que  ayudaron  al  establecimiento  de  las 
distintas poblaciones en los paneles multiparamétricos. En los controles FMO se excluye el anticuerpo 











submaxilares  (B)  de  ratones C57BL/6 vacunados  con Li∆hsp70‐II e  infectados o no  con L. major  se 




























Li∆hsp70‐II  e  infectados  con  L.  infantum  se  utilizaron  los  anticuerpos  anti‐MHC‐II  FITC,  anti‐Ly6C 
































LmjF‐H70II‐5A y  LmjF‐H70II‐5B T  (Tabla 1). Para  la obtención del  fragmento corriente debajo de  la 





nucleótidos GC.  La  amplificación  de  ambos  fragmentos  se  realizó  en  las  siguientes  condiciones  de 
reacción: 30 s a 98 ᵒC, 30 ciclos de 10 s a 98 ᵒC, 30 s a 65 ᵒC y 30 s a 72 ᵒC, y una extensión final de 10 
min a 72 ᵒC. 
Los  productos  de  amplificación  de  los  fragmentos  UPR  y  DWR  se  analizaron  mediante 
electroforesis en gel de agarosa, y el ADN del tamaño esperado se aisló y purificó del gel con el kit 
Wizard® SV Gel and PCR Clean‐Up (Promega; Wisconsin, EE. UU.). A continuación, se realizó la ligación 
de  los  fragmentos  de  ADN  con  el  vector  pNZY28  con NZY‐blunt  PCR  cloning  kit  (NZYTech;  Lisboa, 
Portugal) y con el producto de ligación se transformaron bacterias E. coli XL1Blue, preparadas según el 




























un extremo 5’  complementario, pero no  consigo mismo u otras  secuencias SfiI  distintas.  El diseño 
adecuado de estas dianas en los extremos de los elementos deseados permite una ligación totalmente 




































































































extraído  y  digerido  con  la  enzima  de  restricción BglII  (Thermo  Fisher; Massachusetts,  EE.  UU.).  La 
digestión del ADN de L. major con BglII permite distinguir por el tamaño de los fragmentos los 3 tipos 
de alelos: el alelo salvaje con el gen hsp70‐II (wild‐type), el que sustituye el gen por el casete HYG y el 
que  lo hace por el  casete NEO  (Figura 2A). El ADN digerido  fue  transferido mediante  la  técnica de 
Southern  Blot  a  una  membrana  de  Nylon‐Roche  con  carga  positiva  (Sigma‐Aldrich;  Darmstadt, 
Alemania). La membrana se hibridó con sondas específicas para la determinación del tamaño de los 
fragmentos  generados por BglII.  La preparación  y marcaje de  las  sondas,  así  como  los  ensayos de 
hibridación y el revelado de los resultados se realizó con el sistema de detección con digoxigenina DIG 
Nucleic  Acid  Detection  Kit  de  Roche  (Sigma‐Aldrich;  Darmstadt,  Alemania).  Las  sondas  utilizadas 
fueron: 
 Sonda  LmH70 3’UTR‐II.  Se  sintetizó un  fragmento de 776 pb mediante una PCR  sobre el ADN 
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